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(£) TNF-bindende Proteine. 

© Oie vorliegende Erflndung betrifft nichtlosliche Proteine sowie losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, 
die TNF binden, in homogener Form, sowie deren physilogisch vertraglichen Salze, insbesonjere soiche 
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 Oder 75 kO (nichtreduzierende SOS-PAGE-Bedingungen), 
Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen Antikorper gegen soiche Proteine, DNA-Sequenzen, die fur nichtlosli- 
che Proteine sowie losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren, wie soiche, die fur 
Proteine kodieren, die zum einen Teil aus einem loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner ImmunglobuKne bestehen 
und die davon kodierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Hersteilung mitteis transformierter pro- 
wie eukaryotischer Wirtszellen. 
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(IIB) VaJ-Phe-Cys-Thr 

(IIC) Asn-Gln-Pro-Gln-Ala*Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Giy-G!u-Ala 

(IID) Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Giy-Ser-Thr-Cys 
(HE) lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Aia-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

5 (IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-Kis-Leu-Pro-Ala-Asp 

(IIH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-G!u-G!n-GIn-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro wobei X fur einen Aminosaurerest stent, der 
nicht eindeutig bestimmt werden konnte. 

Im Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch eine N-terminale Teilsequenz charakterisiert worden 
io [Europaische Patentanmeldung mit der Publikations-Nr. 308 378], wobei sich diese Sequenz von der 
erfindungsgemassen N-termmalen Teilsequenz gemass Formel (IA) unterscheidet. Im ubrigen handeit es 
sich aber bet den im Stand der Technik beschriebenen TNF-Bindeprctemen urn aus dem Urin isoiierten 
Idslichen d.h. nicht membrangebundene, TNF-BP und nicht urn membrangebundene, d.h. unlostiche, TNF- 
BP. 

is Gegenstand der vorfiegenden Anmeldung sind auch Verfahren zur Isolierung der erfindungsgemassen 
TNF-BP. Oiese Verfahren sind dadurch charakterisiert dass man im wesentlichen die folgenden Reini- 
gungsschritte nacheinander ausfuhrt: Herstellung eines Zell- Oder Gewebeextraktes, Immunaffinitatschroma- 
tographie und/oder ein- oder mehrfache Ugandenarfinitatschromatographie. hochaufldsende Flussigkeits- 
chromatographie (HPLC) und praparative SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Kombina- 

20 tion der aus dem Stand der Technik bekannten einzeinen Reinigungsschritte ist fur den Erfolg des 
erfindungsgemassen Verfahrens essentieii, wobei einzelne Schritte im Rahmen der zu Idsenden Aufgabe 
modifiziert und verbessert wurden. So wurde beispielsweise der ursprunglich fur die Anreicherung von TNF- 
BP aus humaner Placenta [31] verwendete kombinierte Immunaffinitatschromatographie/TNFa-Ligandenaffi- 
nitatschromatographie-Schritt dadurch abgeandert. dass eine BSA-Sepharose 48-Vorsaule verwendet wur- 

2S de. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Zell- oder Membranextraktes in Reihe mit der Immunaffinitats- 
saule und gefolgt von der ligandenaffinitatssaule geschaitet. Nach Auftrag des Extraktes wurden die betden 
zuietztgenannten Saulen abgekoppelt, jede fur sich eluiert und die TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden 
nochmals uber eine Ligandenaffinitatssaule gereinigt. Erfindungswesentlich fur die Durchfuhrung des 
Umkehrphasen-HPLC-Schrittes ist die Verwendung eines Detergens-haltigen Losungsmittelgemisches. 

30 Femer ist auch ein technisches Verfahren zum Erzielen hoher Zelldichten von Saugerzellen. aus denen 
TNF-BP isoiiert werden kdnnen, Gegenstand der vorfiegenden Erfindung. Ein solches Verfahren zeichnet 
sich dadurch aus, dass ein Medium, welches fur die spezifischen Wachstumserfordernisse der verwendeten 
Zelllinie entwickelt wurde, in Verbindung mit einer wie z.8. im Detail in Beispiel 2 beschriebenen 
Perfusionsapparatur verwendet wird. Mittels eines solchen Verfahrens lassen sich beispielsweise fur HL-60- 

35 Zellen bis zu mehr als 20-fach hdhere Zelldichten als ublich erzielen. 

Zusatzlich dazu betrifft die vortiegende Erfindung auch DNA-Sequenzen, die fiir Proteine und tosliche 
oder nichtldsliche Fragmente davon, die TNF binden, kodieren. Darunter sind beispielsweise DNA-Sequen- 
zen zu verstehen, die fur nichtldsliche Proteine oder tosliche wie nicht losiiche Fragmente davon, die TNF 
binden, kodieren, wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswahlbar sind: 

40 (a) DNA-Sequenzen, wie sie in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementare Strange, 
Oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 

(b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 

(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definierte. hybridisieren, aber die fur Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 

45 kodieren. 

Das heisst, dass von der vortiegenden Erfindung nicht nur allelische Varianten, sondern auch solche 
DNA-Sequenzen umfasst sind. die sich durch Deletionen, Substitutionen und Additionen von einem oaer 
mehreren Nukleotiden der in Figur 1 bzw. 4 dargestetlten Sequenzen ergeben, wobei es sich bei den davon 
kodierten Proteinen nach wie vor urn TNF-BP handeit. Eine Sequenz, die sich durch eine solche Deletion 
so ergibt. ist beispielsweise in Science 248 , 101SM023, (1990) beschrieben. 

Bevorzugt sind einmal solche DNA-Sequenzen, welche fur ein solches Protein mit einem scheinbaren 
Molekulargewicht von etwa 55 kD kodieren. wobei die in Abbildung t dargestellte Sequenz besonders 
bevorzugt ist. wie Sequenzen. die fiir nichtldsliche wie losiiche Fragmente von solchen Proteinen kodieren. 
Eine ONA-Sequenz, die beispielsweise fur ein solches nichtldsliches Protein-Fragment kodiert. reicht von 
55 Nukleotid -185 bis 1122 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz. DNA-Sequenzen, die fur losiiche Protein- 
Fragmente kodieren, sind beispielsweise solche, die von Nukleotid -i 85 bis 633 bzw. von Nukleotid -14 bis 
633 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz reichen. Bevorzugt sind ebenfalls DNA-Sequenzen, die fur ein 
Protein von etwa 75/65 kD kodieren, wobei solche, die die in Figur 4 dargestellte Partielle cDNA- Sequenzen 

3 
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angegebenen Elektro-Oialysezeiten genereil zu verdoppein sind. Danach noch verbleibende Spuren von 
SOS konnen dann gemass Bosserhoff et at. [50] entfernt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung Oder enzymatische wie chemische 
PeptidspaJtung charakterisiert werden. Ourch enzymatische Oder chemische Spaltung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden. wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und seibst wieder N-terminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente. die seibst noch TNF binden, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fur TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vortiegenden 
Erfindung. 

Ausgehend von der so erhaitlichen Aminosauresequenzinformation oder den in Figur 1 wie Figur 4 
dargestellten ONA- wie Ammosauresequenzen konnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergestetlt werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekuiarbiologie [42.43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen. die fur TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, 
abgesucht werden. Ausserdem konnen mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) [49] cONA-Fragmente 
kloniert werden, indem von zwei auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnitten der Aminosauresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes voflstandig degenerierte und in ihrer Komplementaritat geeignete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines derartigen 
Fragmentes ermoglicht eine unabhangige Bestimmung der Aminosaure-Sequenz des Proteinfragments. fur 
das es kodiert. Die mittels der PGR erhaitlichen cONA-Fragmente konnen ebenfalls, wie bereits fur die 
Oligonukleotide seibst beschrieben. nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fur TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
der so bestimmten wie der fur bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die fiir tdsliche TNF-BP-Fragmente kodieren. bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen konnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression in Prckaryoten integriert 
werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli Stamme. wie E. coii HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W31 10 [ATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemasse Nukleinsauresequenzen, die fiir TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vekt^'n zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszellen, 
wie beispielsweise Hefe, Insekten- utu. Saugerzelien, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in Sauger- wie Insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor fur Saugerzelien enthalt ein effizientes Promotorelement. um eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signaie fiir eine effiziente Termina- 
tion und Poiyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden konnen, sind 
"Enhancer" . welche zu nochmals verstarkter Transkription fiihren und Sequenzen, welche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen, Zur Expression von Nukleinsauresequenzen, denen das endo- 
gene fiir ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fehlt, konnen Vektoren verwendet werden. die solche 
geeignete Sequenzen, die fiir Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cuilen, 8.R. in Cell 46 , 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 Oder auch bei 
Sharma, S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething. M.J.. Cold Spring 
Harbor Lab. (1985). Seiten 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fur eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzel- 
ien verwendet werden, enthalten den Replikationsursprung des SV40 Virus. In Zellen, die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine voriibergehende Expres- 
sion tst aber nicht auf COS-Zellen beschrankt. Im PHnzip kann jede transfektierbare Saugerzelllinie hierfur 
verwendet werden. Signaie, die eine starke Transkription bewirken konnen, sind z.B. die friihen und spaten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es konnen aber auch Signaie vcn zellul^ren Genen. wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Alternativ konnen aber auch stabile Zelllinien, die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben, erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) Oder Hypoxanthin- 
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beschnebenen Verfahren verwendet werden. Solche Antikdrper, insbesondere monoklonale Antikdrper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies. sind ebenfails Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kO TNF-8P gerichtete Antikdrper kdnnen durch dem Fachmann gelaufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemasser TNF-8P fur TNF (K d -Werte in den Grds- 
senordnungen von 10~ 9 • 1" !0 M) kdnnen diese Oder Fragmente davon als Oiagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum Oder anderen Kdrperflussigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden. 
beispielswetse in Festphasenbindungstests Oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikdrpern in sogenannten 
"Sandwich "-Tests, eingesetzt werden. 

to Im ubrigen kdnnen erfindungsgemasse TNF-BP einerseits zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfan- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-3P sowie deren physiologisch vertragliche Salze. die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden kdnnen, kdnnen auch zur Herstellung von pharmazeuti- 

t$ schen Praparaten, vor allem solchen zur Sehandlung von Krankheiten, bei deren Vertauf TNF involviert ist. 
verwendet werden. Da2u kann eine Oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wunschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den ublicherweise verwen- 
deten festen Oder fICssigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter Berucksichtigung der ublichen Kriterien in Analogie zu bereits verwendeten Prapara- 

20 ten ahnlicher Aktivitat und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist, sollen die folgenden Beispiele 
Einzeiheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 

25 

Beispiel 1 



3Q Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem ,25 I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46,47) wurde mit Na 125 I (1MS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie, Oud-Beijertand. Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert. Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen Oder ihre solubilisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 a. BioRad. Richmond. California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Pufferiosung mit 1% entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend mit 
5*1G 5 cpm/ml l2S l-TNFa (0.3-L0*l0 a cpm/ug) in zwei Ansatzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertem TNFa inkubiert. gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen Oder in einem 7-Counter gezahlt. Die spezifische 125 l-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur fur unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-ot im 
Ueberschuss ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [331, wobei ein K d -Wert von -i0"^-l0" tQ M ermittelt wurde. 

45 

Beispiel 2 



50 Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHC0 3 und 5% fdtales Kalberserum enthielt, in 
einer 5% C02-Atmosphare kultiviert und anschliessend zentrifugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfermenter (Fa. Chemap. Schwetz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefuhrt. 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore, Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0,32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedium (siehe Tabelle 



7 
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MgSO M (wassecfcei) 
4 

NaCl 

Na^HPO, (vasserfrei) 
2 4 

NaH PO *H^O 

2 4 2 

Na 2 SeO 3 »5H 2 0 

ZnSO •7H^O 
4 2 

D-Glucose 

Glutathion (red . ) 

Hepes-Puf f ec 

Hypoxantbin 

Linolsaure 

Liponsauce 

Phenolcot 

Putrescin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thyraidin 

Biocia 

D-Ca-Pantothenat 

Ctiolinctilor id 

Folsaure 

i-Inositol 

Niacinamid 

Nico tinamid 

para-Aminobenzoesaure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Thiamin HC1 

Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-AsparaginsSure 
L-Asparagin H^O 
L-Arginin 
L-Arginin HCL 
L-Aspactat 



68, 37 
5801.8 
138 , 408 
75 
9, 6*10" 
0, 1726 

4000 

0.2 
2383,2 
0,954 
0,0168 
0,042 

10,24 
0,0322 

88 
0. 146 
0,04666 
2,546 
5,792 
2,86 

11.32 
2,6 

0,0074 
0,2 

2.4124 
0,2 

0, 2876 
2, 668 
0,2782 

11.78 
10 

14,362 
40 

92. 6 
33.32 



9 
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Hersteilung von monoklonalen (TNF-BP)-Antikdrpern 



Ein gemass 8eispiel 2 erhaitener Zentnfugationsuberstand aus Kuitivierung von Ht60-Zellen im 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdtinnt. Der verdiinnte Ueberstand 

5 wurde bei 4*C auf eine Saule aufgetragen (Russrate: 0.2 ml/min.), die 2 ml Arfigel 10 enthielt {Bio Rad 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al. (1984) Nature 312 
724; Shirai. T. et al. (1985) Nature 313 . 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass~oin 
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bei 4*C und einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS. das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

/o So angereichertes TNF-8P wurde bei 22' C und einer Flussrate von 2 ml/min mit 4 ml 100 mM Glycm. pH 
2.8. 0.1% Decylmaitosid eluiert. Das Eluat wurde in emer Centncon 30 Einheit [Amicon] auf 10 j.1 
konzentriert 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Je 10 ul der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahf. R. et al. ((1985), J. Immunol. Methods 
rs 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Baib/c-Maus injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet. der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM. GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHC0 3 enthielt. durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert. Gemass emem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schei- 

20 degger [J. Immunol. Methods (1980). 35 . 1J wurden 5xi0 7 Zellen des Lymphknotens mit 5x10 7 PAI Maus- 
Myelomazelten (J.W. Stocker et at., Research Disclosure. 217, Mai 1982, 155-157), die sich in logarithmi- 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemischt. durch Zentrifugation gesammelt und 
durch leichtes Schutteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethyienglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Minuten vorsichtigen Schuttelns verdiinnt. Die 

25 Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstanaigem Medium (IMEM + 20% fo tales 
Kalberserum, Glutamin (2.0 mM). 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 uM Hypoxanthine, 0,4 uM Aminopten- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Oie Suspension wurde auf 10 Gewebekuiturschaien, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C in -einer Atmosphare 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 1 1 Tage lang inkubiert. 

30 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-ZeHen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Fifterrest gemass Beispiei 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antikorpern wurde folgendermassen verfahren: 5x1 0 6 HL60 Oder U937-Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monoklonalen anti-(TNF- 
BP)-Antikdrpern Oder Kontrollantikdrpern (d.h. solchen. die nicht gegen TNF-3P gerichtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 *C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4.5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiei 2), das zusatziich 0.1% Natriumazid und 12S l-TNFa (10 6 
cpm/ml) mit Oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivitat des t2S l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4*C inkubiert. 

40 gesammelt und 4 mal mit 4,5 ml PBS. das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt. bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivitat wurde in einem 7-Scintillations-zahler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zellen, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antikdrpern behandeit worden waren. bestimmt (ungefahr 10 000 cprri/5xl0 6 Zellen). 

45 

Beispiei 4 



so Affinitatschromatographie 

Fur die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiei 3 erhaitener monoklonaler anti-(55 kO 
TNF-BP)-Antikorper (2,8 mg/'ml Gel). TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rinderserumaibumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) 
gemass den Vorschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia. Uppsala. 
55 Schweden) gekoppelt. Der gemass Beispiei 2 ernaitene Zeiiextrakt wurde uber die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschaiteten Saulen gelettet: 8SA-Sepharose-Vorsaule, Immunaffi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-8P)-Antikdrper] t TNFa-Ugand-Affinitatssaule. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten S3ulen abgetrennt und emzeln fur sich mit je 100 ml der folgenden 

1 1 
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markier'er aifin.tatsgere.n.gter (Mausimmunglobulin-Sepharose^B-Affin.tatssaule) Kan.nchen-ant.-Maus- 
Immunoglobui.n-Antikorper zum autoradiographischen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

Prooen d.e gemass Be.sp.el 4 durch zweimalige TNF-a-Ligandenaffinitatschromatograph.e des Durch- 
laufs der Immunaffin.tatschromatograph.e erhalten und durch HPLC gemass 8e,spiel 5 waiter aufgetrenn, 

s worden waren. zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blortransfer-Bedmgungen zwe. 
zusatzliche Banden von 75 kO und 65 kO. die be.de .m Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF bandea lm 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteme dieser beiden Banden nicht m.t dem 
oemass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antikorper. Sie reagierten allerdings m.t e.nem 
monoklonalen Antikorper. der ausgehend von der 75 kO-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikbrper) gemass 

to Beispiei 3 erzeugt worden war. 



Be.sp.el 7 



is 



Aminosauresequenzanalyse 



Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass F.ltertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen. nun jedoch reduz.erenden SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gle.chen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gefunden. die allerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SOS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alia urn etwa 1-2 kO hrjhere Molekulargewichte ze.gten D.ese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0.15% 35 Serva-Blau .n 

25 MethanotV/asser/Esessig (50/40/10 Volumenteile) wahrend 1 Minute gefarbt. mit Methanol/Wasser/E.sess.g 
(45/48,7 Volumenteile) entfarbt. mit Wasser gespult. luftgetrocknet und danach ausgeschn.tten. Be. samth- 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen 
Temng e^gesetzt. Urn zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten. wurden d.e TNF-BP nach Redukt.on 

30 und S Carboxymethylierung [Jones. B.N. 0 986) in "Methods of Protein Microcharacterisat.on . J.E. » >.ve y. 
Z, Humana Press. Clifton NJ. 124-1251 mit Bromcyan (Tarr. G.E. in "Methods of 
sation" 165-166. op.cit.). Trypsin und'oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
beSnten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann .n e.nem 
almaLrten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat (Applied Biosystems Modell 470A. ABI. oster C, y^ 

3S CaS USA) m.t einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Am.nosaureanalysator (Apphed 
Biosystems Modell 120. ABI s.o.) sequenz.ert. wobei die folgenden Aminosauresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 Fur die 55 kD-8ande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGt): 

Leu Val-Pro-His^^ 
40 Asn-Ser-lle. 
und 

Ser.Tbr-Pro-GIu.Lys-Glu-Gly.Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr.Thr-Lys 
wobei X fur einen Aminosaurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 
2., Fur die 51 kD und die 38 k0-8anden (gemass nichtreduzterender SOS-PAGE): 
4; Leu-Val-Pro-Hts-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu . , ~ „ 

3 FUr die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-term.nalen Sequenz-erung 
der 65 kO Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen erm.tteit. Da 
ete der beiden Sequenzen einer Tei.sequenz des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurde fur d.e 65 .0- 

Bande die folgende Sequenz abgeleitet: 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X.Pro-Tyr.Ala-Pro-Glu-Pro.Gly-Ser-Thr-Cyj. 

wobei X far einen Aminosaurerest stent der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt: 
lle.X.Pro.Gly.Phe-Giy-Val-Ala-Tyr-Pro.Ala-Leu.Glu 



55 Se^Gln-Le^ 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 

13 
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Fur die Expression in COS-Zelten wurden Vektoren ausgehend von dem Piasmid "pNir konstruiert. 
Oas Piasmid "PN11" enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ("HCMV"; Boshart et al.. Cell «u , 521-530. 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eme kurze DNA-Sequenz. wefche mehrere flestriktionsschnittstellen enthalt, die nur einmal im 
Piasmid vorkommen ("Polylinker"), u.a. die Schnittstellen fur Hindlll. Bail, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

Pvtj 1 1 

5 1 -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 1 
3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 

Hinter diesen Schnittstelien befinden sich drei Transiations-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter der 
Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Poiyadenylierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558, 1979). Oas Piasmid enthalt ferner den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322, das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz verleiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermdglicht. 

Zur Konstruktion des Expressionsvektors "pNl23" wurde dieses Piasmid "pNIl" mit der Restriktions- 
endonuklease Pvull geschnitten und anschliessend mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert (V1). Die 5 -iiberhangenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cONA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (F1). 
Danach wurden V1 und Fl mittels T4-Ligase miteinander verbunden. E. coli HB101-Zellen wurden dann mit 
diesem Ugierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert. Mit Hilfe won Restriktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert. die mit einem 
Piasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cONA in der 
fur die Expression uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthieit. Dieser Vektor erhieit die 
Bezeichnung "pN123 w . 

Zur Konstruktion des Vektors "pKi9" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment. weiches 
nur die fur den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthalt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al.. Science 230 . 1350-1354. 1985. 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Oligonukleotide wurden. urn die fur den extrazellularen Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123 rt zu amplifizieren, verwendet: 

BAMHI 

5 * -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 ' 

ASP718 

3 ' -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminosaure 182 
eingefuhrt. Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnittene die hierbei 
entstandenen uberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde dann mit VI ligiert und der gesamte Ansatz zur 
Transforation von E. coli HB101, wie bereits beschriebene verwendet. Transformanten, die mit einem 
Piasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment in der fur die Expression uber den 
HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten, wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert. 
Das daraus isolierte Piasmid erhieit die Bezeichnung "p^". 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden "pNl23" Oder w pK19" wurde nach der von Feigner et 
al. veroffentlichten Upofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 34 , 7413-7417, 1987) durchgefuhrt. 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit "pNl23" transfizierten Zetlen nach bekannten Metho- 
den mit ,25 l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, G.. Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 51 . 660, 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Rgur 2B dargestellt. Die 
Kulturuberstlnde der mit "pKl9" transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich "-Test untersucht. Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington, VA. USA) mit 100 uOoch eines Kaninchen-anti-Maus 
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oartielle 55 kO TNF-BP cONA korrekt fur die Expres sion integriert worden war. erfolgte wie bereits 
beschrieben. Oas aus diesen Transformanten isolierte Plasm.d erhielt den Namen "pNl I9r 

Zur Konstruktion des Transfervektors "PN124" wurde folgendermassen vorgegangen. Das m Be.sp,el 9 
beschriebene. fur den extrazellu.aren Teil des 55 kO TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde m.t den 
SSSS^ OUgonukWWan mi, Hi.fe der PCR-Techno.og.e. wie in Beispiel 9 beschnebene arnph ta£ 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnitten und aus e.nem Agarosegel isol.ert (F4). Das 
SLm d ?NR704" wurde ebenfails mit BamHI und As P 718 geschn.tten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isonert (so). Oie Fragmente V4 und F4 wurden ligiert. E. coli HB101 dam.t transform.ert und der 
rekombinante Transfervektor -pN124- wurde. wie beschrieben, identifiz.ert und ,sol.ert 

Zur Transfektion der Insektenze.len wurde fdgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervek tors 
-DN113- wurden mit 1 ug DNA des Autographa californica-Nuklear-polyhedros.sv.rus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Viren wurden ident.fiz.ert und aus 
»pZes» gere'nigt 52,. Mit diesen rekomb.nanten Viren wurden w.ederum Sf9 Zel.en wj ,n [52 
beschriebene infizfert. Nach 3 Tagen in Ku.tur wurden die infizierten Zellen auf Bmdung von TNF m.ttels 
^NFr u ntersucht. Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurp,pette von der Zel.ku tu - 
schale a^gewaschen und bei einer ZeHdichte von 5x10< Ze.len/m. Ku.turmedium [52] das 10 ng/m. 
TNF-o enLt. sowoh. in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmark.ertem TNF- ^pend.ert 
une 12 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmed.um gewaschen und d,e 
zellgebundene Radioaktivitat in einem -rZShler gezahlt (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2 
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Zeilen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 10 s 
Zellen 


nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 t 330 cpm '» 
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" Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 
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Beispiel 11 



Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur den extrazellullren Bereich des 55 
kDa TM ' BP ^codierende cDNA-Fragment. nun jedoch m,t den folgenden Oligonuk.eot.den a»s Pnmer. -n 



40 einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 
Oligonufcleotid 1: 



45 



Sst I 



50 



5'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 



Oligonukleotid 2: 



55 



SSt I 

5 ' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 ' 

Dieses cONA-Fragment wurde in den P CD4-H 7 3-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung Nr. 
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Anspriiche 

1. Nichtldsliche Proteine und losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1 . die durch Molekulargewichte gemass SOS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kO und 75 kD charakterisiert sind. 

3. Verbindungen gemass einem der Anspruche 1 und 2. die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys^ 

Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-GIu-Gly-GIu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-G!n-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys: 

lle-X-Pro-GIy-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu: 

Ser-GIn-Leu-Glu-Thr-Pro-Giu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-GIu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gin-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Giu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Aia; 

Leu-Cys-Ala-Pro: 
Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-GIn-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fur einen nicht bestimmten Aminosaurerest steht. 
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Fiqur 1 

i 9S GAA77CGGGGGGG77CAAGA7CAC7GGGACCAGGCC37GA7C7C7A7GCCCG 

125 CCCTCAACTGTCACCCCAAGGCXCTTGGGACGTCCTGGACAGACC3AG7CCC3GGAAGCC 

65 CCAGCAC7GCCGC7GCCACAC7GCCC7GAGCCCAAATGGGGGAG7GAGAGGCCA7AGC7G 

-28. 

-30 MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLauLeuProLeuValLeuLeuGluLeu 
-5 TC7GGCA7GGGCC7C7CCACCG7GCC7GACC7GC7GC7GCCGC7GG7Gv» i CC7GGAGC7G 

-i 0 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuVaiProHisLeuGlyAspArgGlu 
55 T7GG7GGGAA7A7ACCCC7CAGGGG77AT7GGAC7GG7CCC7CACC7AGGGGACAGGGAG 

*** • 

10 LvsArqAspSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHisProGlflAsnAsnSerlleCys 

115 jJLsraSS^ 

30 CysThrLysCysHisLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAspCysProGlyProGlyGlnAsp 
175 TG7ACCAAG7GCCACAAAGGA&CC7AC77G7ACAA7GAC7G7CCAGGCCCGGGG 

50 ThrAspCysArqGluCysGiuSerGlySerPheThrAiaSerGluAsnHisLeuArgHis 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCCXSCTCCTTC^ 

70 CysI^uSerCysSerlysCysArgLysGl^etGlyGlnValGluIl^S^ysTJir 
295 TGCCTCAGC7GCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTGVGG7GGAGATCTC7TCTTGCACA 

90 ValAspArcAsoThrValCysGiyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGlu 
355 G7GGACCGGGACACCG7G7G7GGC7GCAGGAAGAACCAG7A 

• »« *«». 
110 Asnl^uPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
415 AACCTT7TCCAG7GC77CAArrGCAC]CC7C7GCC7CAA7GG^ 

130 GlnGluLysGlx^ThrValCysThrCysHisMaGlyPh^^^gGl^nGlu 
475 CAGGAGAAACAGAACACCG7G7GCACC7GCCA7GCAGUT'iTL i 1 iC7AAG«GAAAACGAG 

150 CysValSerCysSerAsne' LysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 7GTG7C7CC7G7AG7AAC7G7AAGAAAAGCC7GGAG7GCACGAAG77G7GCwTACCCCAG 

170 ileGluAsnValLysGlyThrGluAspSerGlyThrThrVa 1 T n 1 p"°~ r fiVfl 1 T Is 
595 ATTGAGAATG77AAGGGCAC7GAGGAC7C^3GCACCACAG7GC7G77GCCCC7GG7CA77 

1$q ph«»PHp^tyT*».^v<;r.^iir.f»iiSgrLp"f a'^P Ha tl^ lvLauMetTvrAr<rryrGlxiArg 
655 T7C7TTGG7C777GCC7777A7CCC7CC7C77CA77GG777AA7G7A7CGC7ACCAACGG 

210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGWSTCCAMCTCT^ 




270 7vrThrProGlyAspCysProAsnPheMaAlaProArgArgGluValAlaProPro7yr 

895 ■ 7A7ACCCCCGG7GAC7G7CCO^ACrr7GCGGC7CCCCGCAGAGAGG7GGCACCACCC7A7 

290 GlnGlyAiaAspProIleLeuAlaThrAlaLeuAlaSerAspProIleProAsnProLeu 

955 CAGGGSCTGACCCrATCC^^ 
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TNF-Konzentration (nM) 
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/ . . ... 

^1 SepflapSepUa I CysflspSerCyaG I uflapSerThrTypThrG I nleuTrpflsnTppUa I 
' 1 TCGGRCTCCCTGTGTGflCTCCTGTCflGGaCflGCflCflTflCflCCCflGCTCTGGaflCTCGGTT 

« • » • • . 

21 ProG I uCysLeuSepCysG I ySepflpgCyaSerSerflspG I nUa I G I uThrG i nfl I aCys 
61 CCCGflGTGCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCflGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

i • • • * * 

4 1 ThrfirgG I uG I nflsnflng I I eCysThrCysftrgProG I yTrpTyrCyafl I aLeuSerLya 
121 flCTCGGGflflCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCflGGCCCGGCTGGTflCTGCGCGCTGHGCflflG 

61 Gl nGluGl yCysflngLeuCyafi I aPnoLeuProLyaCyaflrgPr oG I yPheG I yUa I ft I a 
181 CflGGaGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 

• * • • • • 
8 1 flpgProG I yThpG I uThpSepflspUa I Ua I CysLysPpoCysfl I aPpoG ! yThpPheSer 

241 flGflCCflGGRflCTGRflflCBTCflGRCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

101 RsnThpThpSerSepThpflspl leCysflpgPpoHisGlnl leCysflsnUalUalfllal le 
301 flflCflCGflCTTCRTCCflCGGflTflTTTGCflGGCCCCflCCflGRTCTGTRflCGTGGTGGCCflTC 

• • i • * ' 

1 21 ProG I yflanfl I aSepflrgflapfl I aUa I CysThrSerThrSerPpoThrflpgSepfletfll a 
361 CCTGGGflflTGCflflGCRGGGflTGCRGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCflCCCGGflGTflTGGCC 

t • # • • • 

1 41 PpoG I yfl I aUa I H i sLeuPpoG I nPpoUa I SerThrflpgSepG I nH i aThpG I nPpoSar 
421 CCRGGGGCflGTflCflCTTflCCCCflGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCflRCRCRCGCflGCCflflGT 

• • • • • ' 

1 6 1 ProG ! uProSerThpfl I oProSerThrSerPheleuleuProfletG I yProSepProPro 
481 CCRGRflCCCRGCflCTGCTCCflflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCRGCCCCCCfl 

• • • • • * 

181 fllaGluGl ySerThpG I yflapPhefl I aLeuPr oUa I G I yLeu 1 1 eUa I G 1 yUa I Thpfl I a 
541 GCTGRRGGGRGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCflGTTGGRCTGflTTGTGGGTGTGRCflGCC 

• • • • • * 

201 LeuGlyLeuLeul lei leGlyUalUalflsnCysUal 1 1 eflet ThrG I nUa I LyaLy sLys 
601 TTGGGTCTflCTRRTflRTflGGflGTGGTGflflCTGTGTCRTCflTGflCCCflGGTGflflflflflGflflG 

• • • » • * 

221 PpoLeuCysLeuG t nflrgG I ufl I aLysUa I ProH i sLeuPpofl I aflspLysfl I aRpgG I y 
661 CCCTTGTGCCTGCRGflGflGRflGCCflflGGTGCCTCflCTTGCCTGCCCflTRflGGCCCGGGGT 

• • • • • * 

24 1 ThrG 1 nG I yPpoG luGlnGlnHi aleuleu 1 1 eThrfl I aPpoSerSepSerSepSepSar 
721 RCflCRGGGCCCCGflGCflGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCflGCflGCflGCTCC 

• • • • * * 

26 1 LeuG I uSorSerfl I aSepfl I aleufispflpgflpgfl I aPpoThpflpgftsnG I nProG I nfl I a 
781 CTGGflGflGCTCGGCCRGTGCGTTGGflCflGRflGGGCGCCCRCTCGGflflCCflGCCflCflGGCfl 
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